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斜带石斑鱼 IgM、IgZ 和 IgD 重链基因的克隆 
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摘要: 应用 RACE 方法获得斜带石斑鱼膜结合型免疫球蛋白 M(membrane-bound immu-
noglobulin M, mIgM), 膜结合型免疫球蛋白 D(mIgD), 分泌型免疫球蛋白 Z(secretory immu-
noglobulin Z, sIgZ)的重链基因。斜带石斑鱼膜结合型 IgM 重链恒定区包含 3 个恒定区结构
域(μ1, μ2, μ3)以及两个跨膜外显子(TM1, TM2), TM1 外显子与 μ3 结构域末端相连接。氨基酸
序列相似性分析结果显示,斜带石斑鱼 mIgM 各恒定区与牙鲆 mIgM 恒定区相似性最高, 为
53%~78%。mIgD 的 cDNA 全长为 3 375 bp, 开放阅读框包含 3 006 bp，其恒定区由 1 个 µ1
外显子, 7 个 δ 外显子以及跨膜区组成。斜带石斑鱼 IgD 恒定区与鳜 IgD 各恒定区氨基酸序列
相似性最高, δ1~δ7 的相似性分别为 75.5%、75.8%、65.4%、76.6%、88.1%、90.6%、82.8%, 
TM 结构域为 82.7%。sIgZ 的基因结构与其他硬骨鱼类 sIgZ 的结构相似, 包括 4 个外显子和 3
个内含子, 内含子长度分别为 222、129 和 458 bp。利用半定量 PCR 分别检测了这 3 种基因在
斜带石斑鱼各器官/组织中的表达, 发现 mIgM 在头肾、肾脏、脑、脾脏、肠、鳃、心脏和
胸腺中均有表达; mIgD 的 mRNA 在头肾、肾脏以及胸腺中有较高的表达, 在肠中表达量较
低; sIgZ mRNA 主要分布于淋巴组织如头肾、肾及脾脏中, 而在鳃、心脏和胸腺中的丰度较低。 
关键词: 斜带石斑鱼; 免疫球蛋白; 膜结合型免疫球蛋白 M; 膜结合型免疫球蛋白 D; 分泌
型免疫球蛋白 Z 
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免疫球蛋白(immunoglobulin, Ig)是免疫系统
中的重要组成部分,目前，在硬骨鱼类中已发现了
IgM、IgD、IgZ(亦称 IgT)、IgH 和 IgM-IgZ [1-3]。
硬骨鱼类免疫球蛋白转录过程与哺乳动物相似 , 
即由基因座 5'上游区域一个高变区(variable seg-
ment, V), 一个多变区(diversity segment, D) 和一
个连接区区段(joining segment, J)融合在一起编码




导体液免疫应答; 后者作为 B 细胞表面受体执行
抗原识别的功能[4]。 
硬骨鱼类 IgM 有分泌型和膜结合型两种形式, 
其重链基因分别包含 4 个和 3 个恒定区[3, 5]。IgD
重链()的基因结构在不同鱼类中存在差异。如斑
点叉尾  (Ictalurus punctatus)免疫球蛋白重链基
因座中包含有 3 个 IgD 基因, 分别命名为 IGHD1, 
IGHD2 和 IGHD3。其中 IGHD1 有 14 个外显子, 其
基 因 结 构 为 Cδ1-(Cδ2-Cδ3-Cδ4)3-Cδ5-Cδ6-Cδ7- 
TM。IGDH2 基因只有 3 个外显子, 由完整的 Cδ1
和 Cδ2 以及一个不完整的 Cδ3 外显子组成。Cδ3
外显子有两个核苷酸的缺失而造成移码, 翻译终
止。由于未能扩增到 IGDH2 基因的转录本, 所以
IGDH2是否是一个假基因目前还没有定论。IGDH3
与 IGDH1 同源性很高, 其区别在于 IGHD3 最后一
7 期 黄  贝, 等: 斜带石斑鱼 IgM、IgZ 和 IgD 重链基因的克隆 1001 
http: //www.scxuebao.cn 
个外显子是编码 IgD 的分泌片, 而 IGHD1 的最后
一个外显子则编码的是跨膜区[6]。红鳍东方鲀（河
豚）(Fugu rubripes)膜结合型 IgD 基因的 Cδ1-Cδ2- 
Cδ3-Cδ4-Cδ5-Cδ6 有两个重复 , 其基因结构为
VDJ-Cμ1-(Cδ1-Cδ2-Cδ3-Cδ4-Cδ5-Cδ6)2-Cδ7-TM[7]。
三棘刺鱼(Gasterosteus aculeatus)基因组中有 3 个
免疫球蛋白基因座, 每个基因座上的 IgD都没有外
显子的重复, 且 3 个基因座上的 IgD 氨基酸序列的
相似性高达 90%。虽然在三棘刺鱼中有 3 个 IgD, 
但目前没有证据证明这 3 个 IgD 在功能上有区别[8]。
Danilova 等 [9]和 Hansen 等 [10]分别报道了斑马鱼
(Danio rerio)和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)中的一
种新型的免疫球蛋白, 分别命名为 IgZ 和 IgT, 它
们实际上是同一种类型的免疫球蛋白[3]。IgZ/T 重
链恒定区基因位于 IgM 恒定区基因的上游, 有其
特有的 D 区和 J 区，即 V 区基因区段位于两个连
锁的 D-J-C 簇的上游, 通过 V 区段与(DJC)μ 或者
(DJC)ζ 基因重组形成 IgM 或 IgZ。硬骨鱼类 IgZ/T
重链恒定区由 4 个外显子组成, 也存在膜结合型和
分泌型两种形式。其中膜结合型的产生方式与哺乳
动物 IgM 膜结合型产生方式类似, 即由膜外显子





(Cyprinus carpio)中还报道了一种 IgM-IgZ 嵌合体, 
该基因由 V 区和两个恒定区组成[13]。三棘刺鱼中有 4
个 IgT 基因座, 且三棘刺鱼 IgT 基因只有 3 个恒定
区[8]。可见, 不同鱼类 Ig 组成类型可能存在差异, 






鱼(Epinephelus coioides) 3 种类型的免疫球蛋白, 





1  材料与方法 
1.1  提取总 RNA及合成第一链 cDNA 
斜带石斑鱼(体质量约 400 g)于 2009 年 6 月购
自广东海洋大学实验场, 暂养 2 周后, 取其头肾、
肾脏、脾脏、脑、肠、鳃和胸腺。按 Trizol(Invitrogen)
说明书提取总 RNA。在进行逆转录之前 , 进行
DNase Ⅰ处理, 去除基因组污染。将经 DNase 处
理的总 RNA 分别利用反转录试剂盒 SMART 
cDNA Synthesis Kit (Clontech)进行反转录合成
cDNA 第一链。 
1.2  扩增免疫球蛋白基因序列 
根据已知斜带石斑鱼 IgM, IgZ 序列设计特异
性引物 MF/MR 和 ZF/ZR, 以及已报道的三棘刺
鱼、河豚 IgD 恒定区序列保守位置设计特异性引物
DF 和 DR，扩增得到恒定区中间片段后, 分别设计
巢式引物, 经两轮 PCR 反应扩增其 3'和 5'端片段。
反应条件为 94 ℃预变性 5 min 后; 94 ℃变性 30 s, 
66 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 运行 7 个循环; 
94 ℃ 30 s, 64 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 运行 18 个
循环; 72 ℃延伸 10 min。从第一轮 PCR 扩增产物
中取 1 μL 作为第二轮 PCR 反应的模板, 反应条件
同上, PCR 反应运行 35 个循环。根据所获得的 IgZ 
cDNA 序列设计特异引物扩增斜带石斑鱼 IgZ 基因
组全长（表 1）。目的产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳
后, 用凝胶 DNA 回收试剂盒(Omega)纯化并连接
到 pMD-18T(TaKaRa)载体上, 热转化到大肠杆菌
Escherichia coli M15 感受态中, 经 PCR 检测阳性
克隆后测序验证。 
1.3  序列分析 
将所获得的序列用 BLAST X 程序在 GenBank
数据库中进行序列比对; 使用 EXPASY 网站的在
线翻译程序(http://web.expasy.org/translate/)进行氨
基酸序列的推断; 通过 NetNGlyc1.0 在线分析软件
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)进行 N-
糖基化位点的预测; 使用 Clustal W 2.0程序进行氨
基酸序列的多重比对; 采用 MEGA 4.0 中的邻接法
(Neighbor-Joining, NJ)构建系统进化树。 
1.4  RT-PCR分析斜带石斑鱼 IgZ、IgM、IgD的
表达模式 
RT-PCR 以反转录产物为模板, β-actin 作为内
参基因进行扩增。取等量 PCR 产物进行电泳, 根
据电泳结果中条带的强弱来调整各组织模板浓度
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至最终在各组织中扩增的 β-actin 基因的条带亮度
基本一致。分别以 EZF 和 EZR(IgZ)，EMF/EMR 
(IgM)，EDF/EDR(IgD)进行扩增。PCR 反应的条件
为 94 ℃预变性 4 min 后; 94 ℃变性 30 s, 58 ℃退
火 30 s, 72 ℃延伸 45 s, 用于扩增 IgM 和 IgD 的
PCR 为 30 个循环; 用于扩增 IgZ 的 PCR 为 45 个
循环; 用于扩增 β-actin 的 PCR 为 25 个循环; 所用
引物见表 1。  
表 1  实验中所用引物序列 











































Actin F GAGAGGGAAATCGTGCGTGA 




2  结果 
2.1  斜带石斑鱼膜结合型 IgM  
斜带石斑鱼 mIgM(GenBank 登录号：JQ743909)
重链恒定区由 3个恒定区结构域以及两个 TM结构
域组成，其结构与斑点叉尾  mIgM 相似, TM1 外 
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各恒定区都有两个位置十分保守的半胱氨酸(图
1)。此外在 μ1 结构域的 5'端还有一个用于连接重
链和轻链的半胱氨酸。与其他硬骨鱼类 mIgM 类似, 
斜带石斑鱼 mIgM 的跨膜区存在一个 CART 基序。
该基序富含苏氨酸, 苯丙氨酸和亮氨酸。系统进化
分析结果显示, 硬骨鱼类 mIgM 聚为一类, 而 IgZ
则与嵌合型 IgM-Z 聚为一类(图 2)。系统进化树的
拓扑结构表明, 在这 3 种类型的免疫球蛋白中, 从进












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































图 2  硬骨鱼类 IgM, IgZ 和嵌合体 IgM-Z 的 
系统发育树 
节点上的数字表示为 bootstrap 的置信度。所用序列的 GenBank
登录号：mIgM.斜带石斑鱼 JQ743909; 伯氏肩孔南极鱼 mIgM 
ABV22508; 牙 鲆 mIgM BAC99314; 双 棘 牛 鱼 mIgM 
ABX52073; 虹 鳟 mIgM AAA56662; 斑 点 叉 尾 mIgM 
PIR.S78042; 斑马鱼 mIgM CAI11476; 鲤 mIgM BAA34719; 斜
带石斑鱼 IgZ ACZ54909; 鳜 IgZ AAY42141; 虹鳟 IgZ AAW66978; 
斑马鱼 IgZ1 CAI20891; 斑马鱼 IgZ2 ACH92959; 草鱼 IgZ 
ABF19723; 鲤 IgM-Z BAJ41038; 草鱼 IgM-Z ABV32163。 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of mIgM, IgZ and 
 chimera IgM-Z in teleost fish 
Bootstrap values are indicated at nodes. GenBank accession num-
bers are as follows: mIgM. E. coioides JQ743909; T. bernacchii 
ABV22508; P. olivaceus BAC99314; B. diacanthus ABX52073; O. 
mykiss AAA56662; I. punctatus S78042; D. rerio CAI11476; C. 
carpio BAA34719; IgZ: E. coioides ACZ54909; S. chuatsi 
AAY42141; O. mykiss AAW66978; D. rerio IgZ1 CAI20891; D. 
rerio IgZ2 ACH92959; C. idellus ABF19723; chimera IgM-Z: C. 
carpio BAJ41038; C. idellus ABV32163. 
 
2.2  斜带石斑鱼膜结合型 IgD  
斜带石斑鱼 m I g D ( G e n B a n k  登录号：
JQ743910) cDNA 序列全长 3 375 bp, 其 5'和 3'非编
码区分别包含 30、339 bp。开放阅读框的长度为 3 
006 bp, 编码 1 002 个氨基酸。同源性比对分析结
果显示, 斜带石斑鱼 mIgD 的重链恒定区与大多数




显示，斜带石斑鱼 IgD 恒定区与鳜 IgD 的相对应
的恒定区氨基酸序列相似性最高, δ1~δ7 的相似性
分别为 75.5%、75.8%、65.4%、76.6%、88.1%、
90.6%、82.8%, TM 结构域为 82.7%。在各恒定区
中, 用于形成链内二硫键的半胱氨酸的位置都较
为保守(图 3)。δ1、δ2、δ4 和 δ5 的 3'末端包含 
有一个额外的半胱氨酸。此外在 δ1、δ2、δ4、δ5
中存在两个位置保守的色氨酸。而在 δ6 中, 第 
二个色氨酸被谷氨酸所替代 ; δ7 中第二个色氨 
酸被精氨酸替代; 在 δ3 的两个相应位置都没有 
色氨酸。利用 IgD 各恒定区氨基酸序列构建系统 
进化树, 表明硬骨鱼类 IgD的各恒定区分别聚在一
起, 且 δ3 与 δ6 聚为一支, δ2 与 δ5 聚为一支, δ4 与
δ7 聚在一支。所有硬骨鱼类的 δ1 恒定区聚在一起
(图 4)。 
2.3  斜带石斑鱼分泌型 IgZ  




子、3 个内含子(分别为 Intron 1：222 bp; Intron 2： 
129 bp; Intron 3：458 bp), 所有的外显子与内含子
的界限都遵循 GT-AG 法则。序列分析结果显示, 斜
带石斑鱼 IgZ重链恒定区中具有 4个潜在的糖基化
位点：ζ3 结构域中的 NVTD 位点, 以及 ζ4 结构域
3 个位点(NMTP、NTTK 和 NKSM)。将斜带石斑
鱼 sIgZ 与鳜 IgZ、虹鳟 IgZ、草鱼 sIgZ、斑马鱼 sIgZ1
和斑马鱼 sIgZ2 恒定区氨基酸序列进行比对, 发现
所有恒定区都有两个位置十分保守的半胱氨酸 , 
推测这两个半胱氨酸用于形成链内二硫键(图 5)。




sIgZ 的恒定区与其他硬骨鱼类 sIgZ 恒定区氨基酸
序列发现,斜带石斑鱼 sIgZ 与鳜 sIgZ 的恒定区氨基
酸相似性较高(57%~61%), 而与其他物种的相似
性仅为 22%~45%。 
2.4  斜带石斑鱼免疫球蛋白基因的表达 
半定量 PCR 检测了斜带石斑鱼 IgZ、IgM 和
IgD 的组织表达, 发现斜带石斑鱼 IgM 在所检测的
组织中都有表达。IgD 则主要在头肾、肾脏、脾脏
和胸腺中表达。IgZ 在头肾、肾脏、脾脏中大量表
达, 在鳃和心脏组织中也可见表达(图 6)。 
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图 4  硬骨鱼类 IgD 恒定区氨基酸序列构建的系统发育树 
节点上的数字表示为 bootstrap 的置信度。所用序列的 GenBank 登录号：斜带石斑鱼 IgD JQ743910; 鳜 IgD ACO88906.1; 草鱼 IgD 
ADK66818.1; 河豚 IgD BAD34541; 大西洋鲑 IgD AAD43526.1; 牙鲆 IgD BAB41204.1; 斑点叉尾  IgD AAC60133.1; 斑马鱼 IgD 
CAI11477.1。 
Fig. 4  Phylogenetic analysis of IgD CH domains in teleost by using Neighbor-Joining method 
Bootstrap values are indicated at nodes. GenBank accession numbers are as follows: E. coioides JQ743910; S. chuatsi ACO88906.1; C. 
idellus ADK66818.1; F. rubripes BAD34541; S. salar AAD43526.1; P. olivaceus BAB41204.1; I. punctatus AAC60133.1; D.rerio 
CAI11477. 































































































































































































































































































































































































































































































































































































1008 水  产  学  报 36 卷 
http: //www.scxuebao.cn 
 
图 6  半定量 PCR 分析斜带石斑鱼 IgM, IgD,  
IgZ 基因的表达 
内参基因为 β-actin；P.头肾; M.肾脏; B.脑; S.脾脏; I.肠; G.鳃; H.
心脏; T.胸腺。 
Fig. 6  Expression of IgM, IgD, IgZ genes in  
E. coioides as detected by RT-PCR 
β-actin served as control of the amount and quality of cDNA. P, M, 
B, S, I, G, H, T indicating pronephros, kidney, brain, spleen, intes-
tine, gill, heart and thymus. 
3  讨论 
在硬骨鱼类中已经报道的免疫球蛋白 ,  主 
要包括 IgM、IgD、IgZ/T。通过筛选 cDNA 文库, 
Cheng 等[14]首次报道了斜带石斑鱼分泌型 IgM。本
研究中则报道了斜带石斑鱼的膜结合型 IgM、分泌




接。大部分硬骨鱼类, 包括斜带石斑鱼 IgM 的 μ4
中缺乏剪切位点, 其 mIgM 主要由 TM1 直接剪切
到 μ3 外显子的末端, 从而剪除整个 μ4 区, 使得其






相连; (2)按照典型的四足动物剪切方式, TM1 与 μ4
中的一个隐蔽剪切位点相连[20-21]。 
斜带石斑鱼 mIgD 与其他硬骨鱼类 mIgD 的结
构类似, 结构为嵌合形式，IgD 的 δ1 前端连接有
IgM 的 μ1, 然后才与 VDJ 区相连。由于 IgD 的 δ1
恒定区缺乏与轻链连接的半胱氨酸, 故利用 IgM
的 μ1 中的半胱氨酸与轻链相连。硬骨鱼类 IgD 的
每个恒定区构建的系统进化树表明，δ2、δ3、δ4
分别与 δ5、δ6、δ7 有较近的亲缘关系, 推测来源
于同一个祖先。除了这种由 7 个恒定区组成的 IgD, 
实验还扩增到了斜带石斑鱼的另外一些 IgD 的
cDNA 序列。这些转录本包含有 δ2-δ3-δ4 的 3 个恒
定区的多次重复, 此外, 还扩增得到了 μ1-δ1 形式
的基因结构。由于缺乏斜带石斑鱼的基因组数据, 
目前尚不能全面认识其 IgD 基因的多样性, 其 IgD
重链基因座也许存在一定的独特性, 但这些都有
待于其基因组数据的公布。 









鱼 IgZ 的 ζ4 恒定区末端存在一个额外的半胱氨酸
以及糖基化位点, 这种结构对于哺乳动物 IgA的多
聚化至关重要[22]，推测硬骨鱼类 IgZ 有可能以多聚
体形式发挥作用。对虹鳟 IgT 的研究表明, 它在血
清中以单体形式存在, 而在脏器中以多聚体形式
存在[23]。 
斜带石斑鱼 mIgM 以 μ3-TM 剪切形式产生, 
基因呈组成型表达, 在各组织中都能检测到。在西
伯利亚鲟中, μ4-TM 剪切形式的 mIgM 优势表达, 
μ3-TM 和 μ1-TM 在头肾和脾脏中的表达量较低
[21]。斜带石斑鱼中是否存在 μ1-TM 或 μ4-TM 剪切










硬骨鱼类 mIgD 的 TM 区富含疏水性氨基酸。mIgD
是B细胞表面受体的重要组成部分, 在B细胞分化
和成熟的过程中扮演着十分重要的角色[24]。斜带石
斑鱼 mIgD 主要表达于免疫器官, 如肾脏、脾脏以
及胸腺。其他硬骨鱼类中, 如河豚、斑点叉尾 以
及牙鲆, 其 IgD 也存在类似的表达模式[7, 25]。这种
表达的特点表明, 肾脏和脾脏这类淋巴组织是硬
骨鱼类产生 IgD+  B 细胞的主要场所。尽管鱼类的
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Molecular characterization of IgM, IgZ and IgD heavy chain genes in  
orange-spotted grouper(Epinephelus coioides) 
HUANG Bei 1, 2, CHEN Shan-nan 1, 2, XU Zhen1, NIE Pin1* 
(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology,  
Chinese Academy of Sciences, Wuhan  430072, China;  
2. Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100039, China) 
Abstract: In the present study, the membrane-bound immunoglobulin M (mIgM), mIgD and secretory IgZ 
(sIgZ) have been identified by using RACE-PCR from the orange-spotted grouper, Epinephelus coioides. 
The mIgM and sIgZ are comparable with their counterparts in other teleost in terms of their heavy chain 
cDNA sequences and gene structures. The constant region of the mIgM had three CH domains, i.e., CH1, 
CH2, CH3, and two transmembrane domains, TM1 and TM2. The TM1 exon is spliced into the regular 
donor site at the 3’ terminus of the CH3 domain. When comparing the amino acid sequence of mIgM with 
those in teleost fish, it is found that the grouper mIgM CH region shares highest identity with that in the 
oliver flounder (Paralichthys olivaceus), with CH1, CH2, CH3 having 53%  78% identity with those in 
the flounder, respectively. The complete transcript of the grouper mIgD contains 3 375 bp, including a 3 
006 bp open reading frame, and the constant region of the mIgD consists serially of a μ1 domain, seven δ 
domains (δ1 to δ7), and a TM region. The degree of amino acid sequence identity, in domain-by-domain 
comparison with other teleost fishes, reveals an overall higher identity between the IgD in the grouper and 
that in mandarin fish (Siniperca chuatsi), with 1 to 7 having 75.5%, 75.8%, 65.4%, 76.6%, 88.1%, 
90.6%, 82.8% identity, and the transmembrane domain having 82.7% identity, respectively. The sIgZ has a 
four exon structure in genome, with the introns being 222, 129, and 458 bp in length, respectively. The 
semi-quantitative RT-PCR was performed to examine the expressions of IgZ, IgM, and IgD in various or-
gans / tissues of the grouper. Transcripts encoding the mIgM were detected in all examined samples. IgD 
was mainly detected in pronephros, kidney, spleen and thymus, with week expression in intestine. IgZ was 
expressed in lymphoid tissues such as pronephros, kidney and spleen, with relatively low expression de-
tected in gills, thymus and heart.  
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